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Tóm tắt 
Khả năng chống chịu với Pentachlorophenol (PCP) của tảo Chlorella chủng Chlorella HP 
01/2B được nghiên cứu. Chlorella HP 01/2B không chỉ có khả năng tồn tại trong môi 
trường có sự hiện diện của PCP mà còn có khả năng chống chịu với một số loại 
chlorophenol khác như 2-Chlorophenol (CP), 2,4-Dichlorophenol (DCP), 2,4,6-
Trichlorophenol (TCP). PCP ức chế quá trình sinh trưởng ban đầu của tảo. Sau khi sinh 
trưởng phục hồi, khả năng quang hợp và sinh trưởng của tảo này cũng không bị ảnh 
hưởng. Tác động của PCP lên tảo phụ thuộc vào mật độ tảo ban đầu và thời điểm tảo tiếp 
xúc với PCP.  
Từ khoá: Chống chịu; Pentachlorophenol; Tảo Chlorella; Ức chế sinh trưởng. 
1. ĐẶT VẤN ĐỀ 
Pentachlorophenol (PCP) là một hợp chất thuộc nhóm ô nhiễm hữu cơ khó phân 
huỷ - POPs (persistent Organic Pollutants). PCP được biết đến từ thập kỷ 30 với chức 
năng là thành phần chính của chất bảo quản gỗ. Từ đó PCP được dùng rộng rãi với một 
số lượng lớn trong nông nghiệp, là thành phần của thuốc diệt cỏ, diệt nấm, diệt thân 
mềm (Tikoo và ctg., 1997). Trong công nghiệp, PCP được sử dụng trong công nghiệp 
nhuộm, dệt, sản xuất giấy. Theo quyết định của Bộ Nông nghiệp và Phát triển Nông 
thôn, PCP được xếp vào diện các hợp chất hạn chế sử dụng vào năm 2000 và cấm sử 
dụng vào năm 2003. Tuy nhiên PCP rất độc và tồn dư lâu dài trong môi trường. Do việc 
sản xuất và sử dụng một khối lượng lớn trong thời gian dài và do tính khó phân huỷ, 
PCP đã trở thành một trong những chất gây ô nhiễm “nguy cấp” trên toàn cầu.  
PCP làm ô nhiễm đất, nước mặt, nước ngầm. Một số mẫu phân tích còn cho thấy 
sự hiện diện của PCP trong không khí, trầm tích, thức ăn, chất dịch cơ thể và trong mô 
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(Liu, 1980). PCP có thể đi vào chuỗi thức ăn. Với một lượng lớn, PCP có thể gây đột 
biến gen, tác động xấu đến sự phát triển của thai nhi (Webb và ctg., 2001). PCP gây một 
số ảnh hưởng nghiêm trọng lên phổi, phế quản, gan, thận, và hệ thần kinh. Nó có thể 
gây phù thủng não, thương tổn tới da, ... Nếu bị ảnh hưởng của PCP thường xuyên với 
nồng độ thấp, cơ thể sẽ suy yếu, sút cân; còn với nồng độ cao có thể gây chết tuỳ thuộc 
vào thời gian ảnh hưởng. PCP còn làm giảm mật độ quần xã vi sinh vật trong đất, nước, 
gây rối loạn chu trình sinh địa hoá và làm giảm sự đa dạng của các loài hoang dã trong 
hệ sinh thái tự nhiên (Khessairi và ctg., 2014).  
Sự hiện diện lâu dài của các hợp chất hữu cơ khó phân huỷ nói chung và PCP 
nói riêng trong tự nhiên dẫn đến nhiều vi sinh vật thích nghi với việc thích nghi, chống 
chịu, hay sử dụng hợp chất này trong quá trình sinh trưởng. Một số chủng vi khuẩn, 
nấm, và vi tảo được chọn lọc có khả năng phân huỷ PCP hoặc chuyển hoá chất này 
thành dạng ít độc hơn. Một số nghiên cứu cho thấy có một vài loài nấm gây mục trắng 
có khả năng phân huỷ các hợp chất chlorophenol bao gồm cả PCP như Phanerochaete 
chrysosporium (Annachhatre và ctg., 1996; Gold và ctg., 1989) và Trametes versicolor 
(Pallerla và ctg., 1998). Khả năng này là do chúng có hệ enzyme ngoại bào. Một số vi 
khuẩn cũng thể hiện khả năng này như S. Viridis (Webb và ctg., 2001). 
Vi tảo nói chung và tảo Chlorella nói riêng là các thể hiển vi tự dưỡng và đóng 
vai trò quan trọng trong chuỗi thức ăn. Ngoài ra, vi tảo đóng vai trò quan trọng trong xử 
lý nước thải. Ví dụ như sự tham gia trực tiếp của tảo trong hồ oxy hoá. Nhiều chủng tảo 
có khả năng phân huỷ PCP như Ochromonas dania (Pinto và ctg., 2002). Chlorella 
fusca var. Vacuolata, Anabena variabilis (Hirooka và ctg., 2003).  
Chủng vi tảo Chlorella HP 01/2B được phân lập và định danh thuộc nhóm tảo 
Chlorella. Ảnh hưởng của PCP lên chủng tảo này được trình bày trong nghiên cứu này. 
2. ĐỐI TƯỢNG VÀ PHƯƠNG PHÁP NGHIÊN CỨU 
2.1. Đối tượng nghiên cứu 
2.1.1. Chủng tảo Chlorella 
Chủng tảo sử dụng trong nghiên cứu là các chủng Chlorella HP 01/2B. Chủng 
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này được phân lập và lưu trữ tại phòng thí nghiệm thuộc Khoa Sinh học, Trường Đại 
học Đà Lạt. 
2.1.2. Môi trường nuôi cấy 
Môi trường BG11 được sử dụng để nuôi cấy các chủng Chlorella HP 01/2B 
(Đặng và Đặng, 1999). Môi trường được điều chỉnh pH từ 6.8 – 7.2. Môi trường được 
khử trùng ở 1210C trong vòng 30 phút trước khi sử dụng trong các nghiên cứu. 
2.1.3. Hoá chất 
2-Chlorophenol (CP), 2,4-Dichlorophenol (DCP), 2,4,6-Trichlorophenol (TCP), 
và pentachlorophenol (PCP) là loại tinh khiết phân tích và được cung cấp từ Khoa Công 
nghệ Sinh học, Trường Đại học Tổng hợp Lund, Thuỵ Điển. Các hoá chất sử dụng để 
chuẩn bị môi trường nuôi cấy vi tảo là loại tinh khiết được mua từ Công ty Sigma 
Aldrich. Khí CO2 thực phẩm do Công ty Sơn Thuỷ, Khánh Hoà cung cấp.  
2.2. Phương pháp nghiên cứu 
2.2.1. Điều kiện nuôi cấy 
Các thí nghiệm có tảo được tiến hành trên máy lắc New Brunswick Scientific 
C24 (NJ, Hoa Kỳ) với vận tốc 80 vòng/phút. Chiếu sáng với chu kỳ sáng tối là 12/12 ở 
cường độ 4500 lux bằng bóng đèn huỳnh quang ở nhiệt độ phòng (23 – 26 oC). 
2.2.2. Phương pháp xác định mật độ tế bào vi tảo  
Mật độ tế bào tảo được xác định trên nguyên tắc xây dựng đường chuẩn mật độ 
tế bào và mật độ quang (Optical density – OD) ở bước sóng 550 nm. Đường chuẩn được 
xây dựng cho riêng từng chủng tảo. Mật độ quang của dung dich nuôi cấy được xác 
định trên máy Ultrospec 1000 (ArmershamBiosience, BH, UK). Buồng đếm Thomas 
được sử dụng để xác định mật độ tế bào theo phương pháp của Trần (2003). 
2.2.3. Tính chống chịu của của tảo Chlorella HP 01/2B với các loại 
chlorophenol 
Chủng tảo Chlorella HP 01/2B được thử nghiệm về tính chống chịu với với các 
434  TẠP CHÍ KHOA HỌC ĐẠI HỌC ĐÀ LẠT [ĐẶC SAN SINH HỌC VÀ NÔNG NGHIỆP] 
loại chlorophenol khác nhau bao gồm 2-Chlorophenol (CP), 2,4-Dichlorophenol (DCP), 
2,4,6-Trichlorophenol (TCP) và Pentachlorophenol (PCP) có dải nồng độ lần lượt là 
5mg/l, 10mg/l, và 20mg/l. Tảo được nuôi cấy trong các bình 50ml chứa môi trường 
BG11 bổ sung PCP ở các nồng độ khác nhau. Lô đối chứng không chứa PCP. Mật độ tế 
bào tảo được xác định sau 144 giờ. Thí nghiệm được lặp lại 3 lần. 
Mức độ chống chịu của tảo với PCP, TCP, DCP, và CP được biểu thị qua tỷ lệ 
ức chế (Ị%) được xác định bằng công thức (1). 
I (%) = 100 – (CDtest x 100)/CDcontrol (1) 
Trong đó:  
CDtest: mật độ tế bào tảo trong lô thí nghiệm 
CDcontrol: mật độ tế bào tảo trong lô đối chứng. 
2.2.4. Ảnh hưởng của PCP lên Khả năng sinh trưởng và phát triển của tảo 
Chlorella HP 01/2B 
Tảo Chlorella chủng Chlorella HP 01/2B được nuôi cấy trong môi trường có 
chức PCP nồng độ 10 mg/l. Tốc độ sinh trưởng được xác định thông qua kiểm tra mật 
độ tảo sau 2, 4, 6, 7, 8, 10, 12, 14, và 16 ngày. Thí nghiệm cũng nghiên cứu trên các 
nồng độ tảo ban đầu khác nhau và thời gian bổ sung PCP khác nhau. Mẫu đối chứng 
không chứa PCP.  
Ảnh hưởng của PCP lên khả năng sản xuất Oxy của tảo Chlorella HP 01/2B 
Các thí nghiệm đánh giá khả năng sản xuất oxy của tảo Chlorella HP 01/2B trong điều 
kiện có 10mg/l PCP được tiến hành trong quá trình nuôi cấy có dung tích 150ml, chứa 
100 ml môi trường, được đóng kín đảm bảo không có sự xâm nhập của oxy không khí 
vào trong dung dịch trong quá trình nuôi cấy. Môi trường được khử trùng, đun sôi, 
nhằm giảm tối thiếu lượng oxy hoà tan trong dung dịch. Sau đó môi trường được làm 
lạnh ở 4oC và tiến hành sục khí CO2 với lưu lượng là 0,5 l/phút, trong 30 phút bằng đầu 
khuếch tán khí đã qua khử trùng. Xác định lại nồng độ oxy hoà tan trước khi tiến hành 
cấy tảo. Mẫu đối chứng không cấy tảo. Sau mỗi 48h, mẫu sẽ được đo nồng độ oxy hoà 
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tan và xác định nồng độ tảo tương ứng. 
2.3.  Xử lý thống kê số liệu 
T test và phân tích hồi quy ANOVA được sử dụng để đánh giá sự sai khác và 
ảnh hưởng của các loại Chlorophenol, đặc biệt là Pentachlorophenol lên khả năng sản 
xuất oxy, sinh trưởng của vi tảo. Phần mềm Excel và Minitab được sử dụng để phân tích 
thống kê. 
3. KẾT QUẢ VÀ THẢO LUẬN  
Chlorella HP 01/2B được nuôi cấy trong môi trường chứa các loại chlorophenol 
với các nồng độ khác nhau. Kết quả đánh giá tính chống chịu của Chlorella HP 01/2B 
với các loại CP, DCP, và TCP sau 144 giờ nuôi cấy được trình bày trong Hình 1.  
 
Hình 1. Ảnh hưởng của các loại chlorophenol lên sinh trưởng của tảo Chlorella HP 
01/2B 
Dẫn liệu từ Hình 1 cho thấy với nồng độ thí nghiệm từ 5, 10, và 20 mg/l, các 
loại chlorophenol, Chlorella chủng Chlorella HP 01/2B không chỉ chống chịu tốt với 
PCP mà còn chống chịu mạnh mẽ với các loại chlorophenol khác. Nồng độ 
chlorophenol càng cao, tỷ lệ ức chế sinh trưởng càng mạnh. Tỷ lệ ức chế sinh trưởng 
với tảo của các loại chlorophenol không có sự sai khác đáng kể về mặt thống kê khi 
nồng độ thử nghiệm là 10 và 20 mg/l CP, TCP, và PCP. So sánh với chủng tảo C. 
vulgaris trong các báo cáo trước đây (Olivier và ctg., 2003; Scragg, 2006), khả năng 
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chống chịu của chủng tảo Chlorella HP 01/2B cao đáng kể. Tỷ lệ ức chế sinh trưởng C. 
vulgaris là 100% khi môi trường chứa 10 mg/l, và 20mg/l, TCP và PCP, tương ứng.  
 
Hình 2. Ảnh hưởng của các pentachlorophenol lên sinh trưởng của tảo Chlorella 
chủng Chlorella HP 01/2B 
Trong quá trình sinh trưởng và phát triển của tảo, CO2 và ánh sáng là hai nhân tố 
cần thiết và rất phong phú trong môi trường. Đường cong sinh trưởng của vi tảo thông 
thường bắt đầu bằng pha lag và pha chỉ số, nhưng khi các tế bào tăng sinh nhiều, mỗi tế 
bào đơn lẽ bắt đầu bị hạn chế nguồn dinh dưỡng. Đồng thời, mật độ tảo tăng lên sẽ hạn 
chế lượng ánh sáng đến từng tế bào. Pha chỉ số thông thường kéo dài trong những giai 
đoạn sớm của sinh trưởng. Sau đó, tỷ lệ sinh trưởng của tảo giảm mạnh. Thêm vào đó, 
khi nồng độ tế bào tăng sẽ kéo theo sự thiếu hụt khí CO2 trong môi trường nuôi cấy. 
Trong điều kiện môi trường có sự hiện diện của pentachlorophenol, pha lag kéo 
dài hơn so với đối chứng. Chlorella HP 01/2B gần như sinh trưởng và bước vào pha chỉ 
số ngay khi nuôi cấy trong môi trường mới (môi trường đối chứng) trong khi trong môi 
trường có sự hiện diện của PCP, tốc độ sinh trưởng ban đầu bị ức chế và thời gian pha 
lag kéo dài từ 2-4 ngày. Sau đó, Chlorella HP 01/2B phục hồi và sinh trưởng bình 
thường. Mật độ tế bào của dung dịch tương đương với mật độ tế bào trong mẫu đối 
chứng sau 12 ngày (Hình 2). 
Kết quả theo dõi sự biến động nồng độ oxy hoà tan trong dung dich nuôi cấy tảo 
Chlorella HP 01/2B có chứa PCP thể hiện ở Hình 3.  
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Hình 3. Ảnh hưởng của pentachlorophenol lên khả năng sản xuất Oxy của vi tảo 
Chlorella HP 01/2B 
Nhìn chung khả năng sản xuất oxy của Chlorella HP 01/2B cao đáng kể. Nồng 
độ oxy hoà tan trong môi trường có thể đạt tới 9.56mg/L. Khi có sự hiện diện của PCP 
thì sinh trưởng của tảo giảm kéo theo khả năng sản xuất oxy của tảo cũng giảm. Trong 
điều kiện có PCP, sau 12 ngày, mật độ cực đại của Chlorella HP 01/2B tương đương 
với môi trường đối chứng không chứa PCP. Khả năng sản xuất Oxy cũng có xu hướng 
tương tự. Sau 12 -13 ngày nuôi cấy, nồng độ Oxy hoà tan trong nước của môi trường 
đối chứng và môi trường có sự hiện diện của PCP là tương đương nhau (về mặt thống 
kê sinh học). Rõ ràng là tảo Chlorella HP 01/2B không chỉ chống chịu tốt với PCP mà 
còn giữ được khả năng quang hợp mạnh mẽ trong điều kiện có mặt PCP trong môi 
trường nuôi cấy. 
 
Hình 4. Ảnh hưởng của các pentachlorophenol lên sinh trưởng của tảo Chlorella 
chủng Chlorella HP 01/2B với các nồng độ tảo ban đầu khác nhau 
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Sự trì hoãn sinh trưởng của tảo Chlorella HP 01/2B khi có sự hiện diện của PCP 
với nồng độ tảo ban đầu khác nhau được thể hiện trong Hình 4. Nồng độ tảo càng cao, 
thời gian pha lag càng ngắn. Với các nồng độ tảo thử nghiệm là 0.0625 x 106 và 0.125 x 
106 tế bào/ml, sự phục hồi sinh trưởng bắt đầu được ghi nhận sau 12 ngày trong khi với 
nồng độ ban đầu là 0.25 x 106, 0.53 x 106, 1 x 106, 1.5 x 106 tế bào/ml, pha lag kéo dài 
trong khoãng từ 2-4 ngày. Sự sinh trưởng của tảo phục hồi nhanh chóng sau đó. Đối với 
nghiệm thức có nồng độ vi tảo ban đầu là 2.0 x 106, khả năng phục hồi sinh trưởng rõ 
nét hơn cả. Như vậy, mật độ ban đầu của tảo trong môi trường có sự hiện diện của PCP 
liên quan mật thiết tới khả năng phục hồi, sinh trưởng của tảo.  
Sự hồi phục trong sinh trưởng sau thời gian trì hoãn đưa tới một giả thuyết về 
khả năng cần thời gian để thích nghi và sinh trưởng phát triển trở lại. Đồng thời, pha lag 
khác nhau ở hai nhóm nồng độ ban đầu là 0.0625 x 106 và 0.125 x 106 tế bào/ml và 
nhóm nồng độ ban đầu là 0.25 x 106, 0.53 x 106, 1 x 106, 1.5 x 106 tế bào/ml cho thấy 
nồng độ ban đầu của tảo ảnh hưởng đến sinh trưởng và khả năng chống chịu của tảo với 
PCP. 
Bên cạnh đó, không thấy hiện tượng tảo bị ức chế sinh trưởng khi bổ sung PCP 
sau 6 và 8 ngày nuôi cấy (Hình 5). Điều này một lần nữa chứng tỏ, nồng độ ban đầu của 
vi tảo trong môi trường nuôi cấy ảnh hưởng quan trọng đến khả năng chống chịu PCP 
của Chlorella HP 01/2B.  
 
Hình 5. Ảnh hưởng của các pentachlorophenol lên sinh trưởng của tảo Chlorella 
HP 01/2B khi bổ sung vào mội trường sau 6 và 8 ngày nuôi cấy tảo 
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4. THẢO LUẬN  
Sự sinh trưởng và phát triển của tảo Chlorella HP 01/2B tương tự như sự sinh 
trưởng của các loại vi tảo khác, trong đó nhu cầu về ánh sáng và CO2 là cần thiết 
(Grima và ctg., 1997; Janssen và ctg., 1999). Nhiều loại chlorophenol bao gồm CP, 
DCP, TCP, và PCP đã được dùng trong các thí nghiệm về khả năng chống chịu của 
Chlorella HP 01/2B. Tảo Chlorella HP 01/2B thể hiện khả năng chống chịu khác nhau 
với các loại chlorophenol khác nhau. Thông thường trong nguồn thải không chỉ chứa 
thuần một chlorophenola, nên khả năng chống chịu của Chlorella HP 01/2B như đã thấy 
là phù hợp với mục đích nghiên cứu. Khả năng ức chế sinh trưởng của PCP lên chủng 
Chlorella HP 01/2B thấp hơn so với các chủng tảo khác như C. vulgaris hay Chlorella 
VT-1 (Olivier và ctg., 2003; Tikoo và ctg., 1997). Không chỉ thể hiện ở mật độ tảo, khả 
năng sản xuất Oxy của chủng tảo Chlorella HP 01/2B cũng cho thấy, không chỉ sinh 
trưởng, khả năng quang hợp của chủng tảo này cũng không chịu ảnh hưởng của PCP 
sau khi chủng tảo đã thích nghi và phục hồi. 
Trong quá trình sinh trưởng có sự hiện diện của 10mg/L PCP, chủng tảo 
Chlorella HP 01/2B phục hồi sinh trưởng sau 2 ngày và nhanh chóng đạt sinh khối 
tưởng đương với nghiệm thức đối chứng sau 12 ngày. Chlorella HP 01/2B có thể cần 
một khoãng thời gian để thích nghi với môi trường có PCP. Sau pha lag, Chlorella HP 
01/2B sinh trưởng và phát triển mạnh mẽ. Pha lag thay đổi tuỳ thuộc vào nhóm mật độ 
tảo ban đầu cho thấy, ở các ngưỡng mật độ ban đầu khác nhau, tế bào có khả năng 
chống chịu và tồn tại sau khi tiếp xúc với PCP cần thời gian để thích ứng và sau đó sinh 
trưởng trở lại (Seibert và ctg., 2002). Điều này thể hiện rõ hơn tại thí nghiệm khi thêm 
PCP sau 6 và 8 ngày nuôi cấy. Thời điểm mà mật độ tảo khá cao, PCP hầu như không 
ảnh hưởng đến sinh trưởng và phát triển của tảo. 
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Abstract 
The Pentachlorophenol (PCP) tolerance of Chlorella HP 01 / 2B was studied. Chlorella 
HP 01/ 2B not only had the ability to survive in an environment having PCP, but also 
showed some tolerance to other chlorophenols including 2-chlorophenol (CP), 2.4-
Dichlorophenol (DCP), 2,4,6-trichlorophenol (TCP). PCP inhibited the growth of the algae 
initial growth. After the resumed growth, photosynthetic and growth rate of microalgae 
were comparable with that of the control. The effect of PCP on algae depended on the 
initial density of algae Chlorella HP 01/2B and time when adding PCP after inoculation.  
Keywords: Chlorella; Pentachlorophenol; The growth rate; Tolerant. 
 
